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Abstract: Recent remarkable developments in molecular biology and in vitro culture 
techniques have provided a promising new treatment， gene therapy， for cancer and congeni悶
tal genetic diseases. For in vivo gene therapy toward cancer， it is indispensable to direct 
the expression of exogenous genes exclusively to cancer cels. 1 have constructed a 
recombinant retroviral vector in which a tissue同specificregulatory element is used as an 
internal promoter. It contains the murine albumin enhancer and promoter as an internal 
promoter and the lacZ gene coding bacterial β-galactosidase as a reporter between the two 
Moloney murine leukemia virus long terminal repeats. This vector was introduced into 
ecotropic retroviralψ2 packaging cells to produce recombinant retroviral particles. 
Various cel lines were infected with the recombinant retrovirus to assess its tissue 
specificity in vitro. Expression of the lacZ gene was detected solely in hepatoma celllines 
but not in fibroblasts nor in B lymphoma cels. In vivo infection was carried out to evaluate 
tissue specificity of this system. The recombinant retrovirus was injected into a murine 
subcutaneous hepatoma and expression of the lacZ gene was observed in hepatoma cells but 
not in surrounding connective tissues. Then the retrovirus was injected into murine livers 
and no expression was detected in normal hepatocytes. The retrovirus was again injected 
into the livers of partially hepatectomized mice， resulting in the gene expression in only a 
fewregenerating hepatocytes. Ratio of expression of the exogenous gene was， however， 
much lower than that in subcutaneous hepatoma. Finally， the gene expression of higher 
efficiency was confirmed as the retroviral infections were repeated. These results indicate 
that repeated gene transfer by means of the recombinant retrovirus which contains a 
tissue-specific regulatory element as an internal promoter should possess high potential for 
selective elimination of hepatoma cells 仇 vzvo.
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ある ψ2細胞11)を， 1 x 10'c巴lls/cm2の密度で、 60mm培
養皿へ撒き， 10 %胎児牛血清(FCS)を含む Dulb巴cco's
modified Eagle's medium(DMEM)を加え 37"C，5 % 







の培養液中に放出される Alb e/p-pIP 200あるいは






ある BNL1 ME A.7 R.1細胞， C 3 H/Heマウス由来の
浮遊性肝癌細胞である MH-134細胞，マウス胎児由来の
線維芽細胞である NIH3 T 3細胞およびマウス由来の
Bリンパ腫細胞である A20-2 J細胞を用いた.
各種細胞の培養は， 60mm培養皿に 10% FCS，100 
units/mlのベニシリンおよび 100μg/mlのストレプト





Fig. 1. Schematic drawing of th巴 construction of th巴 Alb e/p-pIP200 
retroviral vector. 
Alb e/p-pIP200 vector was constructed by inserting the lacZ gene 
from the SPUD vector and the albumin enhanc巴rand promoter frag-
m巴ntfrom the Alb e/p-Bluescript plasmid between the neoR gene and 
the 3'LTR in th巴pIF9171vector. Alb e/p， GH and AmpR repr巴sentthe 
albumin enhanc巴rand promoter， growth hormon巴g巴neand ampicillin 
resistance gene， respectively 
CO，の条件下で、おこなった. 洗浄し， X-gal染色液(0.1% X-gal， 0.01 % sodium 
レトロウイルスの感染法は，培養細胞に 8μg/mlの deoxycholate， 0.02 % NP-40， 1 mM  MgCI2， 5 mM 
polybr巴町を含むウイノレス液を種々の割合で添加し K3[Fe(CN)，] 5mM K4[Fe(CN)，]in PBS without 
3TCで3-6時間感染させた.ウイノレスを除き新しい培養 calcium or magnesium)と12-16時間反応させ，lacZ 
液を加え，一晩培養した後に 0.5% glutarald巴hyd巴を用 遺伝子の発現細胞を同定した.
いて室温下で 5分間細胞を固定した.次に， 1 m M  MgCl， 4) in vivoにおけるレトロウイノレス感染法およびX
を含む phosphate-bufferedsaline(PBS)で細胞を 2回 gal染色法
(184) 中谷敏也
Alb e/p 
Alb e/p -plP 200 Vector 
5'LTR 
BAG Vector 
Fig. 2. Structure of the retroviral vectors 
Alb e/p-pIP200 vector contains the neoR gene regulat巴dby the 5'L TR promoter and the lacZ gene 
regulat巴dby the albumin enhancer and promoter within the two Moloney murin巴leuk巴miavirus 
LTRs. BAG v巴ctorcontains the lacZ gene regulat巴dby the 5'L TR promoter and the neoR gene 
regulated by th巴 SV40 early promoter within the two Molon巴ymurine leukemia virus L TRs. 
MH.134肝癌細胞をマウス腹腔内で増殖させた後に，
C3H/H巴マウスの皮下に接種(4x 107cells/0. 2 ml of 




% paraformaldehyde，O. 2 % glutaraldehyd巴，0.02% 
NP-40 in 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4)した
後に，マイクロスライサーを用いて 200田μmの薄片を作
製し，再度同様の固定を 50分間おこなった.これらの薄
片を 1mMMgCl，を含む PBSで2回洗浄し，3TCで 12
時間 X-gal染色液と反応させた.
6-7週齢の雄性 C3H/H巴マウスにエーテノレ麻酔下













Fig. 3. Expression of the lacZ gene in BNLlME A 
7R. 1 hepatoma c巴ls.
The cells w巴釘r巴 inf白ectedwith the Alb e/p 一
pIP200 retrovi廿rus(A)or BAG r巴trovirus(B).
The g巴n巴 expressionwas detected by X -gal 
s坑ta剖m凶in暗g. Manification: x 200. 
アルブミン遺伝子エンハンサーおよびプロモーターを制御因子とする組換え
レトロウイルスを用いた肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究 (185) 
スを感染させた場合にも， 10~15 %の肝癌細胞に lacZ
遺伝子の発現を認めた(Fig.3 B). さらに， MH.134肝
癌細胞に 500μlのAlbe/p.pIP 200レトロウイノレスを
感染させ， X.gal染色をおこなったところ，約 4%の肝癌
細胞に lacZ遺伝子の発現を認めた(Fig.4 A). 同量の
BAGレトロウイノレスを感染させた場合にも，同様に約4
%の細胞に lacZ遺伝子発現を認めた(Fig.4 B). 
2)組換えレトロウイノレスを用いた非肝癌細胞への遺伝
子導入
マウス胎児由来の NIH3 T 3線維芽細胞に， 500μlの
Alb e/p.pIP 200レトロウイノレスを感染させ X.gal染色
をおこなっても，背く染色される細胞は全く認められず，
lacZ遺伝子を発現している細胞は検出できなかった
(Fig. 5 A).一方，同量の BAGレトロウイノレスを感染さ
せた場合には，約 30~40 %の線維芽細胞において lacZ
遺伝子の発現を認めた(Fig.5 B). さらに，マウス由来
のA20.2 J Bリンパ腫細胞に 500μlのAlbe/p阻pIP200 
レトロウイノレスを感染さぜた場合にも，lacZ遺伝子を発
Fig. 4. Expression of the lacZ gene in MH -134 
hepatoma cels. 
The cells w巴r巴 inf巴ct巴dwith the Alb巴/p-
pIP200 retrovirus(A) or BAG retrovirus(B). 
The gen巴巴xpressionwas detected by X -gal 
staining. Magnification: x 400 
現する細胞は認めなかったが(Fig.6 A)，同量の BAGレ
トロウイノレスを感染させると，約 5%のBリンパ腫細胞
に lacZ遺伝子の発現を認めた(Fig.6 B). 










4)Alb e/p.pIP 200レトロウイノレスを用いた invivo 
における正常肝細胞および再生肝細胞への遺伝子導入
C3 H/Heマウスの牌臓下縁より Albe/p.pIP 200レ
トロウイルスを注入し経門脈的に肝内へ投与した後に，
肝を摘出し X.gal染色をおこなったが，lacZ遺伝子を発
Fig. 5. Expression of the lacZ gene in NIH3T3 
fibroblasts. 
The cells were infected with the Alb e/p-
pIP200 retrovirus(A) or BAG retrovirus(B). 
The gene expression was detected by X -gal 
staining. Magnification: x 400. 
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Fig. 6. Expression of. the lacZ gene in A20-2] B 
lymphoma cels. 
The cells were infected with the Alb e/p-
pIP200 retrovirusCA) or BAG retrovirusCB) 
The gene expr巴ssionwas detected by X -gal 




NIH 3 T 3線維芽細胞に 200μlのBAGレトロウイ
ノレスを 1回あるいは 3-6時間毎に5回感染させ， X-gal 
染色をおこなった. BAGレトロウイノレスを 1回感染さ
せた場合には，lacZ遺伝子を発現している細胞は約四
%であったが(Fig.9 A)， 5回感染させた場合には約 95
%の細胞において lacZ遺伝子の発現を認めた(Fig.9 
B). 
次に， BNL 1 ME A.7 R.1肝癌細胞に 200μlのAlb




CFig. 10 A)， 5回感染させた場合には約 35%の細胞にお










Heマウスの肝内へ直接 Albe/p-pIP 200レトロウイル 遺伝子の発現が可能であるかを検討した.
スを注入した場合にも，lacZ遺伝子の発現を認めなかっ マウスのアノレブミン遺伝子のプロモーターは約 300塩
た. 基対よりなり，アノレブミン遺伝子の転写を誘導するが，
次に， C 3 H/Heマウスに 3/4部分肝切除をおこない， プロモ}ター領域のみでは完全な肝細胞特異的発現を得
36時間後に Albe/p-pIP 200レトロウイノレスを経牌的に ることはできず，小腸や勝臓において少量のアルブミン
注入し， 7日後に肝および牌を摘出後， 100-μmの薄片を 産生が認められることが報告されている 7). マウスアノレ
作製し X-gal染色をおこなった.50枚の肝薄片に関して ブミン遺伝子のエンハンサーに関しては，プロモータ-









肝薄片中 9枚において 1-2個の X-gal染色陽性細胞を した組換えレトロウイノレスベクターを構築した際に，内
認めたがCFig. 8 B)，他の臓器においては認めなかっ 因性プロモーターが 5'末端に存在する LTR内のエンハ
アルブミン遺伝子エンハンサーおよびプロモ」ターを制御因子とする組換え
レトロウイルスを用いた肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究 (187) 
Fig. 7. Expr巴ssionof the lacZ gene in th巴 subcutaneoushepatoma infected with the 
Alb e/p-pIP200 retrovirus 
Th巴 Alb巴/p-pIP200retrovirus was directly injected into th巴 subcutaneous
tumor composed of MH -134 hepatoma cells目 Thecells expressing the lacZ 
gene w巴redetected by X -gal staining. Magnification: A， X 40 ; B， X 100 
ンサーおよびプロモーターに干渉されることなく，その に感染させたところ，両肝癌細胞において外来遺伝子と
組織特異性を維持できるかどうかは，遺伝子治療をおこ して用いた lacZ遺伝子の発現を認めたが，線維芽細胞
なう上で非常に興味深い問題であるが，現在に至るまで および Bリンパ腫細胞に感染させた場合には lacZ遺伝
詳細な検討はなされていなかった.今回，in vitroにおい 子の発現を認めなかった.対照レトロウイノレスとして用
て， Albe/p'pIP 200レトロウイノレスを 2種類の肝癌細胞 いた BAGレトロウイノレスの場合には，組織特異性を有
(188) 中谷敏也
Fig. 8. Expression of th巴 lacZg巴nein th巴 r巴generatingliv巴rinfected with the Alb 
巴/p-pIP200r巴trovirus.
The Alb e/p-pIP200 retrovirus was injected into the regenerating liv巴raft巴r
partial hepa t巴ctomy，via the spleen(A) or directly(B)目 Thecel1s巴xpressing









Fig. 9. Increased transduction efficiency of the lacZ 
gene in fibroblasts by repeated BAG 
r巴troviralinfections. 
NIH3T3 fibroblasts were inf巴ctedwith the 
BAG retrovirus once(A) or 5 times(B). The 
gene expression was detect巴dby X-gal stain-
ing. Magnification: x 150. 
スを感染させると，標的とした癌細胞のみではなく，多
くの細胞が増殖期にある骨髄細胞へもレトロウイルスが
















Fig. 10. Increased transduction effici巴ncyof the lacZ 
gene in hepatoma cells by repeated Alb e/p 
pIP200 r巴troviralinfections 
BNL1ME A. 7R. 1 hepatoma cells wer巴 in日
fected with the Alb巴/p-pIP200retrovirus 
onc巴(A)or 5 times(B). The g巴neexpres-
sion was det巴ctedby X -gal staining. Magni 
























し肝癌細胞選択的な外来遺伝子の導入発現が可能であ 大腸菌の β巴galactosidase遺伝子である lacZ遺伝子を
ることが示唆された.さらに，骨髄細胞や他の臓器にお 用いた Alb e/p-pIP 200レトロウイノレスを作製し，zn 
いて lacZ遺伝子の発現を認めなかったことより，アノレ vitroおよび invivoにおける遺伝子導入実験をおこな
フミン遺伝子のエンハンサーおよびプロモーターを内因 い，以下のごとき結果をえた.なお，対照レトロウイル
性プロモーターとする組換えレトロウイノレスを用いれば， スとしては lacZ遺伝子の発現が SV40の初期プロモ-
in vivoにおいて肝癌細胞特異的な外来遺伝子の発現を ターにより制御されている BAGレトロウイルスを使用
誘導しえることが示された. した.
NIH 3 T 3線維芽細胞および BNL1 ME A.7 R.1肝 1. Alb e/p【pIP200レトロウイノレスを， BNL1MEA. 
癌細胞に， BAGあるいは Albe/p-pIP 200レトロウイノレ 7 R.1肝癌細胞およびMH-134肝癌細胞に感染させると
スを反復感染させると，遺伝子導入効率は著明に上昇し lacZ遺伝子の発現を認めたが， NIH 3 T 3線維芽細胞お
NIH 3 T 3細胞では 5回のレトロウイノレス感染により， よびA20-2JBリンパ腫細胞に感染させてもおcZ遺伝
90 %以上の細胞において lacZ遺伝子の発現を誘導しえ 子の発現を認めなかった. BAGレトロウイノレスを感染
た. BNL 1 ME A.7 R.1肝癌細胞への遺伝子導入効率は， させた場合には，上記全細胞株に lacZ遺伝子の発現を
NIH3T 3細胞への場合よりも低かったが，これも細胞 誘導した.













遺伝子21)-24)と大腸菌由来のシトシンデアミナーゼ遺伝 5. NIH 3 T 3線維芽細胞に BAGレトロウイルスを，
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